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Lyhenneluettelo

DNA = deoksiribonukleiinihappo

p = para

HPLC = korkean erotuskyvyn nestekromatografia

RP-HPLC = korkean erotuskyvyn nestekromatografia kaanteisfaasimenetelmalla
UV = ultravioletti

nm = nanometri



1 Johdanto

Kasvikset ja hedelmét ovat luonnostaan varikkaitd, sillda ne sisaltavat molekyylejd, jotka
heijastavat tai emittoivat sdhkdmagneettista sateilyd sellaisilla aallonpituuksilla, jotka
ithmissilméa nakee. Myos erilaisiin teollisiin elintarvikkeisiin lisatd4n variaineita, jotta ruoka

nayttaisi houkuttelevammalta.

Vaéri onkin ihmisen mielesta yksi ruoan tarkeimmistéd ominaisuuksista, silla jos ruoka ei nayta
hyvalta, sitd ei haluta ostaa tai syoda, vaikka se olisi ravitsemuksellisesti erinomaista. Ruoan
vari yhdistetdan myos laatuun ja ominaisuuksiin: punaista lihaa pidetédén tuoreena ja vihreitd
omenoita raakoina. Ruoan varejd ei kuitenkaan voida pitdd pelkéstddn kosmeettisina
ominaisuuksina, silld useiden luonnollisten varimolekyylien on todettu toimivan

antioksidantteina ja vaikuttavan siten positiivisesti ihmisten terveyteen.

Ruoan vériaineet ovat ajankohtaisia juuri nyt, silld ruoanlaittoon panostaminen,
luonnollisuuteen pyrkiminen ja keinotekoisten lisdaineiden valttaminen nayttdisi olevan

nykyadn yhéa suositumpaa.

Kaésittelen kandidaatin tutkielmassani luonnollisia ja luonnollisen kaltaisia vériaineita: varin
kemiallista syntyd, kasvien erilaisia varimolekyylejd sekd variaineiden eristimista ja
karakterisointia. Varin kemiallista syntyd tarkastellaan kappaleessa kaksi sekd silmén

aistinsolujen toiminnan, ett4 fotonien aiheuttamien kemiallisten reaktioiden kautta.

Tarkasteltaviksi yhdisteryhmiksi valitsin klorofyllit, karotenoidit ja antosyaanit, koska ne ovat
luonnossa esiintyvista variaineista selvasti yleisimpia. Véarimolekyylien kemiallisten
rakenteiden lisaksi kappaleessa kolme kéasitelladn vériaineiden nime&misté, niiden merkitysta
kasveille ja ihmisille, niiden kayttoa elintarvikelisdaineina seké varien pysyvyytté erilaisissa

olosuhteissa.

Kappaleessa nelja keskitytdadn variaineiden eristdmiseen ja karakterisointiin. Késittelemani
vériaineryhmét eroavat toisistaan erilaisten ominaisuuksiensa, Kkuten vesi- tai
rasvaliukoisuuden ja poolisuuden tai poolittomuuden perusteella. Eri vériainemolekyylit
voidaan erotella ja tunnistaa hyvin tarkasti esimerkiksi korkean erotuskyvyn

nestekromatografian avulla.



2 Varin kemiallinen synty
2.1 Silman aistinsolut

Silmén sarveiskalvo ja mykit kohdistavat ymparistostd heijastuvan valon silmdmunan
seindman sisimpéaan kerrokseen, verkkokalvoon eli retinaan, joka muodostuu neuroni- ja
fotoreseptorikerroksista. Fotoreseptorit aistivat valoa ja silméan takaosasta lahtevd nakéhermo
valittaa tiedon aistimuksesta aivoihin, jotka tulkitsevat saamansa tiedon, jolloin tapahtuu
nakoaistimus. Valoa aistivat solut siis sijaitsevat silméssd, mutta varsinainen nakoaistimus

tapahtuu aivoissa.”

Fotoreseptoreja eli silmén valoa aistivia soluja on kahdenlaisia, sauvasoluja ja tappisoluja.
Sauvat, joita on ihmisen verkkokalvolla keskimé&arin 125 miljoonaa, eivat aisti varejd, mutta
ne ovat erittdin valoherkkid ja aistivat siten myds hamérassa. Tapit, joita on keskimé&éarin 6
miljoonaa, mahdollistavat varien nakemisen, mutta huonomman valoherkkyytensa vuoksi ne
eivat aisti hamarassa. Tappeja on kolmea eri tyyppid, joista kukin on erikoistunut nékyvén

valon eri aallonpituuksille eli joko punaiselle, vihreall tai siniselle aallonpituusalueelle.®

Seké sauvasolut ettd tappisolut koostuvat kolmesta osasta: sisdjasenestd, ulkojésenesta ja
synaptisesta terminaalista. Ulkojasen muodostuu levymaisistd kalvopusseista, joiden sisélla
on reseptorimolekyyleja eli nékopigmenttia. N&kopigmentit sisdltdvat valoa absorboivaa
retinaalia, joka on A-vitamiinijohdannainen, sek& siihen sitoutunutta, kullekin
fotoreseptorityypille ominaista opsiini-proteiinia. Sauvojen nakdpigmentti on rodopsiini eli
nakopurppura, joka muodostuu, kun yksi opsiinimolekyyli ja yksi retinaalimolekyyli
sitoutuvat toisiinsa. Kullakin eri variin erikoistuneella tapilla on oma fotopsiini-
nakopigmenttinsd, joka muodostuu, kun yksi retinaalimolekyyli sitoutuu kolmeen erilaiseen
opsiinimolekyylin. Pienet erot opsiinimolekyylien rakenteessa mahdollistavat sen, ettd kukin

tappilaji absorboi valoa omalla aallonpituusalueellaan.’

2.2 Nakoaistimuksen synty

Valo on se séhkdmagneettisen séteilyn spektrin osa, jonka ihmissilmé nékee. Nakyvén valon

aallonpituus on noin 400-700 nanometrid, ja se on lahtdisin jostakin valonlahteestd, kuten
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lampusta. Eri aallonpituusalueet vastaavat eri vareja niin, ettd aallonpituudet 380-450 nm
nahdaan violettina, 450-490 nm sinisend, 490-560 nm vihre&nd, 560-590 nm keltaisena, 590-

630 oranssina ja 630-760 punaisena.*

Muut esineet nékyvét, kun ne heijastavat valonl&hteestd tulevaa valoa. Se, mink& vérisilta
esineet nayttavat, riippuu siitd, mitad aallonpituuksia ne heijastavat ja mit4 absorboivat.
Sininen esine absorboi eniten pitkid aallonpituuksia ja heijastaa lyhyitd, sinisend néhtavia
aallonpituuksia. Jos esine heijastaa kaikkia aallonpituuksia, se on valkoinen, ja se absorboi

kaikki aallonpituudet, se on musta.”

Humanly Visible Spectrum

wavelength In nanometers
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Kuva 1. Nakyvan valon spektri.’

Kun valo absorboituu nakdpigmenttimolekyyliin, sen sisaltdméan retinaalin rakenne muuttuu
cis-muodosta trans-muotoon ja molekyyli suoristuu. Opsiini ja retinaali irtoavat toisistaan.
Konfiguraation muutos saa rodopsiinin aktivoitumaan, jolloin kdynnistyy entsymaattinen
ketjureaktio, joka aikaansaa natriumkanavien sulkeutumisen. Kun natrium ei paase sisalle
fotoreseptorisoluihin, solut hyperpolarisoituvat ja tieto siitd kulkee valineuroneiden kautta
gangliosoluihin, joiden aksonit muodostavat ndkohermon. Pimedssa entsyymit palauttavat
retinaalin takaisin cis-muotoon, jolloin opsiini ja rodopsiini yhdistyvat uudestaan ja
muodostavat rodopsiinimolekyylin. Entsymaattisen ketjureaktion seurauksena natriumkanavat

avautuvat taas ja solu depolarisoituu.®
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Kuva 3. Retinaalin trans-isomeeri.=™ 3

3 Kasvien vériaineista

3.1 Yleista kasvivériaineista

Kasvikset ja hedelmat ovat luonnostaan vérikkaitd, silld ne sisaltavat molekyylejd, jotka
heijastavat tai emittoivat sahkdmagneettista séteilyd sellaisilla aallonpituuksilla, jotka
ihmissilmé nékee. Vari onkin ihmisen mielestd yksi ruoan tarkeimmistd ominaisuuksista, sill&
jos ruoka ei naytd hyvilta, sitd ei haluta ostaa tai syoda, vaikka se olisi ravitsemuksellisesti
erinomaista. Ruoan vari yhdistetddn myods laatuun ja ominaisuuksiin: punaista lihaa pidetaan

tuoreena ja vihreita omenoita raakoina.t

Monet ruoan véripigmentit ovat kuitenkin niin epéstabiileja, ettd ne eivat kestd prosessointia
ja sailytystd. Varin muuttumista on usein vaikea estad, mutta siihen voidaan varimolekyylista

riippuen vaikuttaa sadtelemalla valon ja hapen méaraa, lampotilaa, veden aktiivisuutta ja
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pH:ta, sekd raskasmetallien, hapettimien ja pelkistimien lasndoloa®. Varimolekyylien
pysymattomyyden vuoksi erilaisiin teollisiin elintarvikkeisiin lisatddn usein luonnollisia tai

synteettisia vériaineita, jotta ruoka néayttaisi houkuttelevammalta.

Ruoan vériaineet voidaan jaotella neljaan eri luokkaan niiden alkuperan mukaan. Luonnolliset
varit saadaan joko suoraan luonnosta l0ytyvistd eldvistd organismeista tai muokkaamalla
elavistd organismeista saatuja aineita, esimerkiksi korvaamalla osa klorofyllin sisaltdmasta
magnesiumista kuparilla. Luonnollisen Kkaltaiset vériaineet ovat ihmisen valmistamia
pigmenttejd, jotka ovat rakenteeltaan samanlaisia kuin luonnosta I0ytyvat molekyylit, kun taas
synteettiset variaineet ovat ihmisen kehittdmid molekyylejd, joita ei esiinny lainkaan

luonnossa. Epaorgaaniset varit voivat olla epaorgaanisia molekyyleja tai yksittaisia atomeja.’

Elintarviketurvallisuusvirasto Evira madrittelee vériaineet seuraavalla tavalla: Variaineet
ovat aineita, jotka lisd&vét tai antavat uudelleen varia elintarvikkeeseen; kyseessé voivat olla
elintarvikkeen omat luontaiset ainesosat tai muista luontaisista lahteisté olevat aineet, joita ei
tavanomaisesti sellaisenaan kayteta elintarvikkeina ja joita ei tavanomaisesti kayteta

elintarvikkeille ominaisina ainesosina’®.

Mikali vériaine ei ole elintarvikkeen luontainen ainesosa, on kyseessa lisdaine. Kaikkien
elintarvikelisaaineiden, seka luonnollisten ettd synteettisten, turvallisuus on arvioitu ennen,
kuin ne on hyvaksytty elintarvikekdyttoon. Elintarvikelisdaineiden kéyttoda maarataan
lainsd&ddannossd, ja  niiden  kaytostd  elintarvikkeissa on  aina  ilmoitettava
pakkausmerkinnoissa®. Variaineet merkitaan elintarvikkeen ainesosaluetteloon ryhmanimella

variaineet seka lisaaineen nimella tai numerotunnuksella eli E-koodilla®.

Tarkeimpid luonnollisia vdriaineita ovat tetrapyrrolit, joihin klorofyllit kuuluvat,
tetraterpenoidit, joihin karotenoidit kuuluvat seka flavonoidit, joihin antosyaanit kuuluvat.’

3.2 Klorofyllit

Klorofyllit ovat vihreiden kasvien, levien ja fotosynteesiin kykenevien bakteerien
kloroplasteissa esiintyvid vesiliukoisia, valoa kerééavia pigmenttejd, joita kasvit tarvitsevat

yhteyttamiseen’. Ne imevat valon punaisena, sinisena ja violettina aistittavia aallonpituuksia,
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koska n&md aallonpituudet pystyvat virittdmadn niiden elektroneja korkeammalle
energiatasolle ja ovat taten fotosynteesin kannalta tehokkaimpia®. Koska vihredn valon
aallonpituudet ovat fotosynteesin kannalta tehottomimpia, klorofylli heijastaa ne pois, miké
saa kasvin nayttamaan vihrealtd®. Sana klorofylli tulee kreikankielisista sanoista khloros eli

vihrea ja phullon eli lehti'?.

Rakenteeltaan Klorofyllit ovat porfiinijohdannaisia magnesiumkompekseja.
Monityydyttymatén porfiini muodostuu neljasta pyrrolirenkaasta, jotka yhdistyvat toisiinsa
hiiliatomien valityksella. Substituoituja porfiineja kutsutaan porfyriineiksi, joihin myos
klorofyllit luokitellaan. Kaikkien klorofyllien perusrakenteena voidaan pitd4 phorbiinia, joka

muodostuu, kun porfiiniin liittyy viides hiilirengas.™

Kuva 4. Porfiinimolekyyli."

Luonnossa esiintyy muutamia erilaisia klorofylleja, jotka voidaan erottaa toisistaan
rakenteensa perusteella. Klorofylli a (CssH;2MgN4Os) ja klorofylli b (CssH7oMgN4Og)
muodostuvat phorbiinirungosta, jonka 2. hiileen on liittynyt vinyyliryhma (-CH=CHy), 4.
hiileen etyyliryhmd (-CH,CHs), 10. hiileen karbometoksiryhmé (-CO,CHj3) ja 7. hiileen
propionaattiin (-CH,CH,CO,.) esterditynyt fytoliryhma eli 20-hiilinen isoprenoidialkoholi.
Klorofylli a ja klorofylli b kuitenkin eroavat toisistaan siten, ettd phorbiinirungon 3. hiileen
on sitoutunut erilainen substituentti: Klorofylli a:lla metyyliryhma (-CH3) ja klorofylli b:lla
formyyliryhma (-CHO)™. Taman pienen rakenteellisen eron vuoksi ne absorboivat valoa
osittain eri aallonpituuksilla, mink& seurauksena klorofylli a nayttaa sinivihrealta ja klorofylli
b oliivinvihrealta®. Klorofylli b:ta pidetaankin klorofylli a:n apupigmentting, silla niiden
erilaiset absorptiospektrit mahdollistavat yhdessd laajemman spektrin hyddyntdmisen

fotosynteesiin®.



Kuva 5. Klorofylli o (R = CH3) ja klorofylli 8 (R = CHO).’

Noin % vihreiden kasvien klorofylleista on klorofylli a:ta ja noin % klorofylli b:t4. Niiden
lisdksi tunnetaan muitakin klorofylleja, kuten klorofylli ¢, jota merilevét, panssarisiimalevét ja
piilevat siséltavat klorofylli a:n liséksi, klorofylli d, jota punalevét sisaltavat klorofylli a:n

lisaksi seka bakteerien klorofyllit ja erilaiset klorofyllijohdannaiset.**

Klorofyllit ovat melko herkkid muuttamaan vériddn ja rakennetaan kuumennuksen,
entsyymien ja happamuuden vaikutuksesta'. Klorofyllimolekyylin keskelld sijaitseva
magnesiumatomi korvautuu herkasti kahdella vetyionilla, jolloin syntyy oliivinruskea
feofytiinimolekyyli*!. Yleensa karotenoidit ja muut lipidit suojaavat klorofylleja valon
vaikutukselta fotosynteesin aikana, mutta mikali solu on vahingoittunut, myds valo voi
hajottaa klorofyllimolekyyleja palautumattomasti®!. Taman vuoksi elintarviketeollisuus onkin
keskittynyt  kehittdmddn paremmin varinsgd séilyttdvia molekyyleja, joita ovat
klorofyllijohdannaiset eli klorofylliinit seka metallikompleksit.** Klorofylliinit syntyvat, kun

seitsemannessa hiilessé oleva fytyyliesteri hydrolysoituu™ ja jéljelle ja& propionihappo.



Euroopan unionin alueella sallittuja vériaineita ovat klorofyllit ja klorofylliinit (E140) sek&
Klorofylli- ja klorofylliinikuparikompleksit (E141), jotka valmistetaan korvaamalla osa
magnesiumista kuparilla, joka stabiloi varin. Néita variaineita saa
Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran mukaan kéyttdd muun muassa juomiin, jalkiruokiin,

jateloon, hilloihin, makeisiin ja kahvileipiin.®

3.3 Karotenoidit

Karotenoidit ovat kasvien, hedelmien ja levien kloroplasteissa esiintyvid rasvaliukoisia
pigmenttejé, joita kasvit tarvitsevat valolta suojautumiseen ja fotosynteesin avuksi. Ne
nayttavat keltaisilta tai oransseilta, silld ne absorboivat valon violettina ja sini-vihredna
nahtavat aallonpituudet ja heijastavat keltaisena ja oranssina nahtévat aallonpituudet. Ne eivat
kuitenkaan usein ndy vihreissa kasveissa muulloin kuin syksylla ruska-aikaan, silla

hallitsevammat klorofyllipigmentit peittavat ne alleen.™®

Klorofyllia sisaltavissd kasveissa karotenoidien yhtena tehtdavand on toimia klorofylli a:n
apupigmenttind valon keradmisessd, mahdollistaen nédin laajemman spektrin hyodyntdmisen
fotosynteesiin®. Toinen karotenoidien tarked tehtdva on valolta suojeleminen, silld valon
vaikutuksesta hapesta muodostuu soluille haitallisia, reaktiivisia radikaalimuotoja, joita
karotenoidit passivoivat'®. Kaksoissidoksellisen rakenteensa ansiosta karotenoidit suojaavat
muita yhdisteitd vapaiden radikaalien aiheuttamalta hapettumiselta'’ eli ne toimivat
antioksidantteina. Radikaalimuotojen parittomat elektronit delokalisoituvat karotenoidien

konjugoituneisiin kaksoissidoksiin'’, jolloin syntyy pysyvampi rakenne.

Kasvit voivat syntetisoida kaikki tarvitsemansa karotenoidit itse, mutta ihmisten ja muiden
elainten on saatava niitd ravinnostaan®. Ihmisen kannalta onkin tirkeds, ettd osa
karotenoideista kykenee toimimaan A-vitamiinin esiasteina. Beetakaroteeni on tehokkain A-
vitamiinin esiaste, koska silla on kaksi 3-jononi —rengasta, mutta myds muut tdman rakenteen
omaavat karotenoidit, kuten o-karoteeni ja [B-kryptoksantiini, voivat toimia A-vitamiinin

esiasteina®.

Rakenteeltaan karotenoidit ovat symmetrisid, 40-hiilisia polyisoprenoideja. Niiden

hiiliketjussa on useita kaksoissidoksia ja joillakin karotenoideilla on hiiliketjun paissa
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rengasrakenteita. Joillakin karotenoideilla, kuten biksiinilla, on lyhyempi hiiliketju, jolloin
niitd kutsutaan apo-karotenaaleiksi. Karotenoidit jaotellaan rakenteensa perusteella kahteen
ryhmaan, karoteeneihin ja ksantofylleihin. Karoteenit sisaltavat vain hiilta ja vetyd, kun taas
ksantofyllien rakenteessa on ainakin yksi happea sisaltdva ryhma, kuten hydroksyyli-, epoksi-

, aldehydi- tai ketoryhma.™

Karotenoidit ovat saaneet nimensa porkkanan latinankielisesta nimesta Daucus carota, kun

taas ksantofylli-nimi on johdettu kreikan sanoista kitrinos eli keltainen ja phullon eli lehti’.

Syotavat kasvit, kuten punaiset, keltaiset ja oranssit hedelmat, juurekset seka vihannekset
sisaltavat runsaasti erilaisia karotenoideja’®. Kaiken kaikkiaan luonnosta I6ytyy yli 600
erilaista karotenoidia®. Yleisin kasveista l6ytyva karotenoidi on beetakaroteeni (CaoHss), jota
kaytetdan laajalti myos elintarvikevérind. Muita yleisia karotenoideja ovat esimerkiksi
tomaatin sisaltdma lykopeeni (C4oHsg), porkkanan sisaltdma alfakaroteeni (CsoHsg), paprikan
sisaltdma kapsantiini (C4Hs603), maissin, kehdkukan ja vihreiden lehtien sisaltamé luteiini
(C40Hs607), maissin ja sahramin siséltdmad zeaksantiini (CgoHs602), maissin  sisaltdma
beetakryptoksantiini (C4oHsgO), vihreiden lehtien sisdltdma neoksantiini (CsoHs604) ja
violaksantiini (C4Hs604) sekd annaton siementen sisaltdma biksiini (CsH3004). Eri
karotenoidien varit vaihtelevat rakenteen mukaan keltaisesta oranssiin ja punaiseen, mutta
biksiini on lyhin mahdollinen varillinen karotenoidi. Kasvin kypsyys vaikuttaa usein

huomattavasti sen karoteenipitoisuuteen.®

B -karoteeni

[-jononi —rengas

A "

a-karoteeni

Kuva 6. Beetakaroteeni ja alfakaroteeni.’
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Kuva 7. Lykopeeni, luteiini ja biksiini.’

Karotenoidien konjugoidut kaksoissidokset ovat yleensa trans-muodossa, mutta esimerkiksi
lampokasittely, orgaanisille liuottimille altistaminen, hapolla ké&sitteleminen tai valolle
altistaminen aiheuttaa helposti isomeroitumisreaktion. Cis-isomeerit eivét juuri poikkea
variltddn trans-isomeereistd, mutta ne toimivat huomattavasti huonommin A -vitamiinin
esiasteina. Karotenoidit sisaltavat suuren maaran kaksoissidoksia, joten niistd voi muodostua
hyvin paljon erilaisia geometrisia isomeerejd. Kova kuumennus voi aiheuttaa myos
karotenoidimolekyylien hajoamista, jolloin muodostuu herkasti haihtuvia yhdisteitd. Sen

sijaan sailyttamista karotenoidit kestavat hyvin.

Karotenoidien biosynteesissé syntyy erilaisten kemiallisten reaktioiden, kuten hapettumisen,

dehydrogenaation seka renkaanmuodostuksen ansiosta suuri maara erilaisia karotenoideja.*®
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violaxanthin l l
x‘ luteoxanthin flavoxanthin/
neoxanthin crysanthemaxanthin
auroxanthin
neochrome

Kuva 8. Karotenoidien biosynteesireitti.™

Euroopan unionin alueella sallittuja variaineita ovat karotenoidit (E160a), Annatto, biksiini ja
norbiksiini (E160b), paprikauute, kapsantiini ja kapsorubiini (E160c), lykopeeni (E160d),
beta-apo-8°-karotenaali C30 (E160e), luteoliini ja luteiini (E161b) seka kantaksantiini
(E161g). Kantaksantiini on variltddn oranssinpunainen ja sen kayttd on sallittua vain yhteen
ranskalaiseen makkaralajiin, kun taas muut ovat kelta-oransseja ja niitd saa kéyttdd muun

muassa jalkiruokiin, kahvileipiin ja jaateloon.'®

3.4 Antosyaanit

Antosyaanit ovat flavonoideihin luokiteltavia, kasvikudoksissa esiintyvid vesiliukoisia
pigmentteja, joita on tunnistettu jo yli 600 erilaista®®. Erityisen runsaasti niitd on punakaalissa,

punasipulissa ja munakoisossa sekd marjoissa, kuten mustikassa, villissd pensasmustikassa,

mustaherukassa, puolukassa, aroniassa ja karpalossa®:. Ne nayttavat sinisilta, punaisilta ja
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violeteilta?’, silla ne absorboivat valon keltaisena ja vihreana nahtavat aallonpituudet ja

heijastavat pois muut aallonpituudet.

Nimensd antosyaanit ovat saaneet kreikan kielen sanoista anthos eli kukka ja kyanos eli
sininen®. Sen lisdksi, etta antosyaanit toimivat kasvien varipigmentteina, ne my6s suojaavat

kasveja auringon ultraviolettisateilylta®*.

Vihanneksia, hedelmid ja punaviinid nauttivat ihmiset saavat ravinnostaan jopa 200
milligrammaa antosyaaneja paivéssa””. Antosyaanien mahdolliset terveysvaikutukset ovat
jatkuvasti  tutkijoiden kiinnostuksen kohteena, silld antosyaaneilla saattaa olla
antioksidanttivaikutuksia, ja niilla on tutkitusti positiivinen vaikutus verisuonten seinamiin®.
Niiden on tutkittu myds muun muassa estavdn DNA:n vaurioitumista koeputkiolosuhteissa

seka vahentavan tulehdusvasteita®?.

Antosyaanien perusrunko muodostuu flavylium-kationista, jossa on sivuryhminé joko vetyja
(-H), hydroksidiryhmia (-OH) tai metoksyyliryhmia (-OCHs3)?°. Antosyaanit esiintyvat
luonnossa glygosideina®. Sokeriosa eli glykoni on liittynyt toiseen osaan eli aglykoniin
glykosidisidoksella®®. Kun antosyaaneja hydrolysoidaan, glykosyyliryhma korvautuu
vetyatomilla, ja muodostuu aglykoneja, joita kutsutaan antosyanidiineiksi®. Ne ovat
vahemman vesiliukoisia kuin vastaavat antosyaanit, joten niitd ei esiinny luonnossa

vapaana®.

Antosyaanit eroavat toisistaan hydroksyyli- ja metoksyyliryhmien méaaran, molekyyliin
liittyneiden sokereiden lajin, maarédn ja liittymiskohtien, seka sokereihin liittyneiden
alifaattisten tai aromaattisten happojen lajin ja maaran mukaan. Yleisimpia antosyaaneissa
olevia sokereita ovat glukoosi, galaktoosi, arabinoosi ja ksyloosi sekd edelld mainittujen
muodostamat di- ja trisakkaridit. Hapoista yleisimpid ovat kahvi-, p-kumariini-, sinappi-, p-

hydroksibentsoe-, ferula-, maloni-, omena-, meripihka- ja etikkahapot. °

Yleisimpi& ruoissa esiintyvid antosyanidiinejd ovat syanidiini, delfinidiini, peonidiini,
petunidiini, malvinidiini seké pelargonidiini?®. Esimerkiksi mustikasta, Vaccinium myrtillus,
on ldydetty viisitoista erilaista antosyaania, joiden aglykoniosana on joko syanidiini,
delfinidiini, petunidiini, peonidiini tai malvinidiini ja glykoniosana glukoosi, galaktoosi tai

arabinoosi?.
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Kuva 9. Flavylium-kationi. Syanidiinilld R1 = OH; R2, R3, R4 = H. Delfinidiinilla R1, R2 =
OH, R3, R4 = H. Peonidiinilla R1 = OCHs; R2, R3, R4 = H. Petunidiinilla R1 = OCHj3; R2 =
OH; R3,2 R4 = H. Malvinidiinilla R1, R2 = OCHj3; R3, R4 = H. Pelargonidiinilla R1, R2, R3,
R4=H?

Antosyaanien ja antosyanidiinien vari johtuu nakyvén valon aiheuttamasta molekyylien
virittymisesta. Antosyaanit ja antosyanidiinit sisaltdvat runsaasti konjugoituneita
kaksoissidoksia, joten ne virittyvat helposti, silld molekyylien virittymisen helppous riippuu
elektronien liikkuvuudesta molekyylissa®’. Mita substituoidumpi molekyyli on, sita syvempi
vérisavy on®®. Tama johtuu batokromisesta siirtymasta eli siita, ettd antosyaanien elektroneja
luovuttavat metoksyyli- ja hydroksyyliryhmét aiheuttavat nékyvén valon spektrin
absorptioalueen siirtymisen lyhyemmasta aallonpituudesta pidempéén aallonpituuteen, jolloin
vdri muuttuu oranssista tai punaisesta violetiksi tai siniseksi?®’. Erilaiset substituentit
aiheuttavat antosyaanimolekyyleihin erilaiset varit: hydroksyyliryhmét aiheuttavat sinertavén

vérin, kun taas metoksyyliryhmét aiheuttavat punaisemman vérin’.

Antosyaanit toimivat luonnollisina pH-indikaattoreina eli niiden vari riippuu ympariston
pH:sta. Happamassa ymparistdssé on lasné oksoniumioneita, jotka aiheuttavat kaksoissidosten
laajempaa konjugaatiota aglykoniosan kolmessa renkaassa. Tamé auttaa nakyvén valon
aallonpituuksien fotoneita absorboitumaan. Happamassa ympdristéssa antosyaanit ovat

variltdan punaisia. 2

Eméksisessa ympéristossa kaksoissidosten konjugoituminen hairiintyy toisen ja kolmannen
renkaan vélissa, minka seurauksena molekyyli absorboikin fotoneita nakyvan valon sijaan

ultraviolettisateilyn alueella. Kun konjugoitujen kaksoissidosten maara molekyylissa
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lisddntyy, elektronien virittymiseen tarvittava energia laskee ja fotonit, joilla on suurempi
aallonpituus, absorboituvat. Emaksisessa ympéristossa antosyaanien véri muuttuu tumman
siniseksi. Véarinmuutos on palautuva, silla mikali ymparistd tehddan taas happamaksi,

antosyaanit muuttuvat jalleen punaisiksi. %

CH

OH HO 0

HO o] - OH F

P OH

OH

Kuva 10. Punakaalin antosyaanin aglykoniosan rakenne muuttuu pH:n muuttuessa, jolloin

my®ds antosyaanin vari vaihtuu.”®

Antosyaanimolekyylit ovat epastabiileja ja erittain herkkiad hajoamiselle?. Niiden varin
voimakkuuteen ja pysyvyyteen vaikuttavat pH, lampdétila, valo, entsyymien ja komplekseja
muodostavien yhdisteiden lasndolo seka itse molekyylien rakenne ja konsentraatio®®.

Antosyaanien Vari on pysyvin matalassa lampétilassa ja pH:ssa®.

Matala pH vaikuttaa myds vérin voimakkuuteen: noin pH:ssa 3 antosyaanien véri on
voimakkaan puna-violetti, ja pH:n noustessa viiteen antosyaanit muuttuvat lahes
vérittomiksi’. Neutraalissa ja emaksisessd pH:ssa véri muuttuu siniseksi ja lopulta jopa

vihredksi’.
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Kuva 10. pH:n vaikutus antosyaaniliuoksen variin.*’

Antosyaanien vériin vaikuttaa suuresti myos kopigmentaatio, joka tekee vérista kirkkaamman,
vahvemman ja pysyvadmman. Sill& on suuri vaikutus esimerkiksi viinin vérin pysyvyyteen.
Kopigmentaatioreaktiossa  antosyaanimolekyyliin  sitoutuu ~ molekyylin  siséisten
vuorovaikutusten vuoksi kovalenttisesti orgaaninen happo, aromaattinen asyyliryhméa tai
toinen antosyaanimolekyyli. Kopigmentaatio voi tapahtua my6s molekyylien valisten
vuorovaikutusten johdosta, kun Véritén antosyaani tai muu fenolinen yhdiste on

hydrofobisessa vuorovaikutuksessa toisen antosyaanin kanssa. 2°

Antosyaanit ovat Euroopan unionin alueella sallittuja elintarvikevériaineita eikéd eri
antosyaaneja tarvitse erottaa toisistaan elintarvikkeiden ainesosaluetteloissa, joihin ne
merkitddn tunnuksella E163 tai tekstilld Antosyaanit. Na&itd variaineita saa
Elintarviketurvallisuusvirasto Eviran mukaan k&yttdd muun muassa juomiin, jalkiruokiin,
jaateloon, makeisiin ja kahvileipiin ilman enimmaismaararajoituksia.™
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4 Variaineiden eristdiminen ja karakterisointi

4.1 Yleista kasvivériaineiden eristamisesta

Kotioloissa ruoan variin vaikutetaan yleensa lisdamaélld siihen jotakin voimakkaan varista
ruoka-ainetta, esimerkiksi paprikajauhetta tai punajuurta. Miellyttdvén vérin aikaansaaminen
onkin ruoanvalmistuksessa térkeda, silla ruoan ulkondké vaikuttaa maun ja hajun ohella

suuresti siihen, millaiseksi ruoka koetaan®, ja halutaanko sita syoda.

Teollisessa ruoanvalmistuksessa ei kuitenkaan voida kéayttdd samoja varjdysmenetelmid, silla
vahdisen pigmenttikonsentraation vuoksi vérjadvaa ruoka-ainetta joudutaan lisédmaan suuria
maarid, jolloin se saattaa vaikuttaa ruoan makuun tuomalla siihen oman arominsa. Lisaksi
tuotteeseen lisdttavassa varjadvassa ruoka-aineessa saattaa olla liukenematonta materiaalia,
kuten siemenid tai kuorta, jotka vaikuttavat negatiivisesti tuotteen rakenteeseen. Nama
ongelmat poistuvat, kun véripigmentit eristetddn, jolloin vérit ovat kayttokelpoisempia

elintarviketeollisuudessa.’

4.2 Kasvivériaineiden liukoisuus

Klorofyllit ja karotenoidit ovat pitkien hiiliketjujensa ansiosta rasvaliukoisia, joten ne
liukenevat helposti orgaanisiin liuottimiin’. Klorofylleille tehokkaimpia ovat pooliset
liuottimet, esimerkiksi asetoni, metanoli, etanoli ja etyyliasetaatti'!, ja vahemman tehokaita
poolittomat liuottimet, esimerksi heksaani ja petrolieetteri'!, kun taas karotenoidien
uuttamiseen kaytetaan yleensa heksaanin ja asetonin sekoitusta™. Erilaisten liuottimien ja
niiden sekoitusten kayttd johtuu siitd, ettd klorofyllien ja niiden johdannaisten sekéa
karotenoidien ja niiden johdannaisten poolisuus vaihtelee niissé olevien erilaisten sivuketjujen
vuoksi. Antosyaanit ovat hyvin vesiliukoisia glykosyloidun rakenteensa ja positiivisen

nettovarauksensa vuoksi, joten ne uutetaankin yleensa veteen tai laimeisiin alkoholeihin’.

Kasvien kloroplasteissa klolorofyllit sitoutuvat karotenoideihin, lipideihin ja lipoproteiineihin
ei-kovalenttisesti, joten niiden valiset sidokset on helppoa rikkoa'. Klorofyllit ja karotenoidit
saadaankin helposti uutettua kasvikudoksista liottamalla mekaanisesti hajotettuja kudoksia
orgaanisissa liuottimissa, mutta ongelmana on se, ettd samalla mukaan tulee myds muita

orgaanisiin liuottimiin liukenevia aineita, kuten triglyserideja, steroleja ja vahoja’.
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Tarvittaessa klorofylleistd voidaan tehd& saippuoinnin avulla vesiliukoisia, jolloin niitd
kutsutaan klorofylliineiksi’. Uuttamisen jalkeen kiinted aines erotetaan uutoksesta joko

sentrifugoimalla tai suodattamalla.

4.3 Kasvivariaineiden karakterisointi

Kasvivériaineiden puhdistamiseen, eristdmiseen ja analysointiin kéytetddn yleensa
kromatografisia menetelmid, silld ne ovat eréita analyyttisen kemian tehokkaimpia
menetelmid. Nykyddn kasvivériaineiden tutkimiseen kaytetddn laboratorio-olosuhteissa
yleensd korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (HPLC) sen monipuolisuuden ja
tarkkuuden vuoksi, mutta esimerkiksi kouluissa kasvivdriaineita voidaan tutkia
yksinkertaisesmmillakin menetelmill&, kuten ohutkerroskromatografialla. Teolliseen kayttoon
tarkoitetut kromatografialaitteistot ovat hyvin tehokkaita, ne voivat puhdistaa jopa yhden

kilogramman painoisia naytteita®.

Kaikki kromatografiset erotusmenetelmat perustuvat yhdisteiden erilaisiin
etenemisnopeuksiin  kolonnissa, joka pidattdd toisia aineita pidempé&an kuin toisia.
Kromatografiassa on kaksi faasia: liikkuva faasi, joka liikkuu kolumnin Il&pi, seka
stationaarifaasi eli kiinteé faasi, joka pysyy paikallaan kolonnin sisélla. Liikkuva faasi voi olla
joko nestettd tai kaasua, ja kromatografiamenetelmét jaotellaan sen mukaan joko neste- tai
kaasukromatografioihin. Kromatografiamenetelméat voidaan jaotella myds sen mukaan,
millaiseen stationdérifaasin ja erotettavien aineiden valiseen vuorovaikutukseen erottuminen

perustuu.?®

Menetelmasta riippumatta kromatografian toimintaperiaate on kuitenkin aina sama:
erotettavat yhdisteet kulkevat liikkuvan faasin mukana stationdérifaasin l&pi erilaisella
nopeudella sen mukaan, kuinka voimakas vuorovaikutus yhdisteilld on station&arifaasin
kanssa. Mitd voimakkaampi vuorovaikutus on, sitd hitaammin yhdiste etenee kolonnissa.
Yhdisteet saadaan siis erotettua toisistaan retentioajan eli kromatografisen kolonnin

lapikulkemiseen kuluneen ajan perusteella.??

Korkean erotuskyvyn nestekromatografiassa eluentti eli ajoliuos pumpataan kovalla paineella

ohuen kolonnin lapi. Néyte injektoidaan kolonniin, jossa erottuminen tapahtuu. Sen jalkeen
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yhdisteet kulkeutuvat detektorille, joka havaitsee ne fysikaalisten tai kemiallisten
ominaisuuksien perusteella, esimerkiksi UV-detektori ultraviolettisateilyn absorbanssin,
perusteella. Tietokone piirtdd tuloksista kromatogrammin, jonka y-akselilla on esimerkiksi

absorbanssi nanometreina ja x-akselilla kulunut aika.?®

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia on tehokas menetelmd elintarvikkeiden
karotenoidien  erottamiseen  ja  tunnistamiseen?®’. Sekd  kaanteisfaasi-  ettd
normaalifaasinestekromatografiaa on kaytetty paljon, silla niilla on molemmilla omat hyvat
puolensa®. Kaanteisfaasinestekromatografiassa stationaérifaasi on vain heikosti poolinen ja
litkkuva faasi on poolinen, kun taas normaalifaasinestekromatografiassa station&érifaasi on

poolinen ja liikkuva faasi on poolittomampi®.

Karotenoidiyhdisteiden erottuminen perustuu niiden poolisuuseroihin:
normaalifaasinestekromatografiassa vain hiiltd ja vetyd sisaltavilla, poolittomilla
karotenoideilla on  Iyhyempi retentioaika  kuin  ksantofylleilla®®, jotka ovat
hydroksyyliryhmienséd vuoksi poolisia ja siksi voimakkaammassa vuorovaikutuksessa

poolisen station&érifaasin kanssa.

Myos klorofyllien erottamiseen ja tunnistaiseen kaytetdan usein korkean erotuskyvyn
nestekromatografiaa kaanteisfaasimenetelmalla™. Klorofyllien ja niiden johdannaisten
polaarisuus vaihtelee, silla klorofyllit ja feofytiinit ovat vahvasti poolittomia 20-hiilisen
fytolisivuketjun vuoksi, kun taas klorofylliinit ja niiden johdannaiset ovat poolisempia
siséltamansa propionihapon vuoksi*. Mikali halutaan erottaa kaikki klorofyllit ja niiden
johdannaiset Kkerralla, valitaan sellainen liikkuva faasi, joka sisaltaa pyridiini- tai
ammoniumasetaattia, jonka kanssa myds happamat klorofylliinit ja niiden johdannaiset ovat
vuorovaikutuksessa'. Muuten ne tulevat suoraan ulos kolonnista ilman retentioaikaa®.
Klorofylli a:lla ja feofytiini a:lla on kolmannessa hiilessa vain metyyliryhm4, joten ne ovat
erittdin poolittomia ja pidattyvat pisimpaan kolonnissa, silld ne ovat vuorovaikutuksessa
poolittoman stationaérifaasin kanssa''. Klorofylli b:lla ja feofytiini b:lld sen sijaan on
kolmannessa hiilessdén formyyliryhma, joka tekee niistd hieman poolisempia ja siksi hieman

nopeammin eluoituvia™.

Korkean erotuskyvyn nestekromatografia on hyvd menetelmd my06s eri antosyaanien

erottamiseen. Usein mittaukset tehdddn aallonpituuksilla 280 nm ja 520 nm. Antosyaanien
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erottumiseen  kolonnissa vaikuttavat tutkittavien yhdisteiden poolisuus ja niiden
jakautumiskertoimet liikkuvan ja stationaarifaasin valilla*. Antosyaanien eluutiojarjestys
riippuu  hydroksyyli- ja metoksyyliryhmien méaérasta seka glukosidien maéaarastd ja
asylaatiosta®”. Kéytettéessa korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa
kaanteisfaasimenetelmalla (RP-HPLC) antosyanidiinien eluutiojarjestys on seuraava:
delfinidiini, syanidiini, petunidiini, peonidiini ja malvidiini®. Tama johtuu siita, etta
kaanteisfaasinestekromatografiassa stationdarifaasi on pooliton tai heikosti poolinen ja
liikkuva faasi on poolisempi®®, jolloin ensimmaisina eluoituvat poolisimmat yhdisteet.
Hydroksyyliryhmé& on vahvasti poolinen, joten antosyanidiineista poolisimpia ovat juuri ne,
jotka sisaltavat eniten hydroksyyliryhmia.
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Kuva 11. Kromatogrammi mustaherukan ja mustikan antosyaaneista aallonpituudella 520nm.
Menetelmédna korkean erotuskyvyn nestekromatografia yhdistettyna diodirividetektoriin
(HPLC-DAD). Mustaherukasta on l6ydetty 6 erilaista antosyaania ja mustikasta 15. 2
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5 Yhteenveto

Kasvivériaineita on kéytetty elintarvikkeiden vérjadmiseen jo satoja vuosia seka
houkuttelevan ulkonddn saavuttamiseksi, ettd esimerkiksi pilaantumisen peittdmiseksi.
Miellyttdvan vérin aikaansaaminen onkin ruoanvalmistuksessa tarkea, sill4 ruoan ulkondko
vaikuttaa maun ja hajun ohella suuresti siihen, millaiseksi ruoka koetaan, ja halutaanko sité&

syoda.

Teollisessa ruoanvalmistuksessa ei kuitenkaan voida kayttad samoja varjaysmenetelmié kuin
kotikeittioissa, silla kasvien verrattain vahéisen pigmenttikonsentraation vuoksi varjaavéaa
ruoka-ainetta joudutaan lisédmaan suuria maarid, jolloin se saattaa vaikuttaa ruoan makuun tai
rakenteeseen ei-toivotulla tavalla. Useimmat kasvivériaineet ovat myds melko herkkia
hajoamaan ja muuttamaan variadn prosessoinnin ja séilytyksen aikana, minka vuoksi niiden
kayttd elintarviketeollisuudessa on ollut haasteellista. Erotusmenetelmien parannuttua
kasvivariaineiden kemiaa ja varien sailymistd on voitu tutkia yha tarkemmin, mika on
mahdollistanut ~ kasvivariaineiden  oikeanlaisen  kasittelyn  ja  niiden  kayton
elintarviketeollisuudessa. Eristetyt ja oikealla tavalla kasitellyt kasvivériainepigmentit ovatkin
kayttokelpoisia elintarvikevariaineita.

Kasvivériaineissa riittda silti vield paljon tutkittavaa, silla esimerkiksi antosyaanien
varinmuutoksia on tutkittu enimmékseen happamissa liuoksissa, jolloin emaksisissa liuoksissa
tapahtuvat reaktiot ovat jd&neet vdhemmalle huomiolle. Ruoan varejd ei kuitenkaan voida
pitéa pelkéstdan kosmeettisina ominaisuuksina, silla useiden luonnollisten varimolekyylien on
todettu vaikuttavan positiivisesti ihmisten terveyteen. Tamanhetkinen luonnollisten
variaineiden  tutkimus  keskittyykin  erityisesti  elintarvikkeiden terveysvaikutusten
selvittamiseen. Esimerkiksi karotenoidit suojelevat konjugoituneiden kaksoissidostensa
ansiosta ihmiskehon muita yhdisteitd vapaiden radikaalien aiheuttamalta hapettumiselta eli
toimivat antioksidantteina. Osa karotenoideista kykenee liséksi toimimaan elimistélle tarkean

A-vitamiinin esiasteena.

My0s antosyaanien terveysvaikutukset ovat jatkuvasti tutkijoiden kiinnostuksen kohteena.
Antosyaaneilla nayttaisi olevat monenlaisia positiivisia vaikutuksia ihmiskehon terveyteen,
esimerkiksi verisuonten seindmiin ja tulehdusvasteiden voimakkuuteen. Antosyaanien

antioksidanttivaikutukset ovatkin yksi tdman hetken kiinnostavimmista tutkimuskohteista
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seka

kemiassa, elintarvikekemiassa ettd ladketieteessd. Kun  kasvivéariaineiden

terveysvaikutusten ja molekyylien séilyvyyden tutkimus etenee, ihmisille pystytédan

tarjoamaan yhé terveellisempaa ruokaa, joka myos nayttaa houkuttelevalta.
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